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Effect　of　Exercise－training　on　Adipocyte　Lipolysis：
　Effect　of　Guanosine　5’　Triphosphate　on　Lipolysis
　　　　　in　Digitonin－permeabilized　Adipocytes
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　　　　　　　　　　　　　　　　（Director：Prof．　Hisao　lwane）
　Digitonin－permeabilized　adipocytes　were　used　to　study　guanosine　5’triphosphate一（GTP）depen－
dent　changes　in　lipolysis　and　the　effects　of　exercise　training　on　those　changes．　Exercise　training
significantly　enhanced　the　lipolytic　responses　of　intact　adipocytes　to　（一）　isoproterenol．　Moreover，
the　same　phenomena　were　observed　in　digitonin－permeabilized　adiocytes．　ln　permeabilized
adipocytes　from　control　rats，　no　significant　effects　of　GTP　on　maximal　lipolysis　induced　by　5　＃M
（一）　isopr6terenol　was　observed．　However，　O．1　or　1　＃M　GTP　significantly　inhibited　lipolytic
responses　of　permeabilized　adipocytes　to　O．05　or　O．5　＃M　（一）　isoproterenol，　respectively．　ln　contrast，
those　inhibitory　effects　of　GTP　were　not　observed　in　permeabilized　adipocytes　from　exercise－
trained　rats．　These　results　suggest　that　GTP，　probably　Gi　bound　with　GTP，　plays　an　important　role
in　the　regulation　of　submaximal　lipolysis　mediated　viaβ一adrenergic　receptors　as　well　as　in　the　case
of　regulation　of　adenylate　cyclase．　Moreover　the　present　study　suggests　that　the　amplified　response
of　adipocyte　lipolysis　in　exercise　trained　rats　is　partly　mediated　by　the　attenuation　of　the　inhibitory
pathway　which　is　associated　with　P－adrenergic　receptors．
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　カテコールアミンによる脂肪分解作用はβ一アド
レナリン受容体（以下β一ARと略す）と結合後，ア
デニール酸シクラーゼ（以下ACと略す）を活性化
することによって生じるサイクリックAMP（以下
cAMPと略す）を介して行われる．細胞内に産生さ
れたcAMPはタンパクキナーゼを活性化し，これ
がいわゆるホルモン感受性リパーゼをリン酸化して
中性脂肪を分解し遊離脂肪酸とグリセロールを放出
する．カテコールアミンによるACの調節は促進性
のGタンパク質（以下Gsと略す）と抑制性のG
タンパク質（以下Giと略す）の修飾を受けている1）．
　長期間の身体トレーニング（以下TRと略す）は
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ラット脂肪細胞のAC活性を増強させる2）”5）．この
TRによるAC活性の増強は高親和性状態にある
β一ARの増加2），すなわちβ一ARとGタンパク質と
の関連効率が充進ずる3）ことによる．また著者ら4）
はTRラットの脂肪細胞膜ではGi量が相対的に減
少することを見いだしている．Giは抑制性受容体，
例えばアデノシン受容体と連関してAC活性を抑制
し1），その結果，脂肪分解反応は低下する．従ってTR
ラットの脂肪細胞では，アデノシンによる脂肪分解
抑制作用が低下することが予想された．そこで，著
者6）はTRラットの脂肪細胞のアデノシンによる
脂肪分解抑制効果について検討した．しかしながら，
アデノシンによる脂肪分解抑制効果はTR群とそ
の対照群で有意な差が観察されなかった．これは
TRラットの脂肪細胞膜におけるGi量の減少結果4）
とは矛盾する．従ってTRによって惹起されるGタ
ンパク質の変化は抑制性受容体を介した脂肪分解反
応にではなく，β一ARを介した脂肪分解反応に直接
的に反映されているものと推察される．しかしなが
ら現在のところその直接的な証拠は得られていな
い．
　Gタンパク質はグアノシン3リン酸（以下GTP
と略す）に依存してその活性が調節される1）．細胞膜
標品ではこのGTPに依存した活性変化はよく観察
されている1）7）が，無傷細胞ではGTPが細胞膜を自
由に透過出来るか疑問である．ジギトニンによって
無傷細胞を可透過性に処理すると，比較的大きな分
子量の物質でも細胞内に透過される．例えば外因性
のcAMPによる脂肪分解反応が観察される5）8）9）．さ
らに，条件さえ整えばβ・AR刺激による脂肪分解反
応も観察される5）8）9）．
　そこで本研究においては，ジギトニン処理による
可透過性脂肪細胞を用いて，GTPに依存した脂肪分
解反応がACのGTPによる活性調節と同様に観察
されるか否かを検討し，さらにTRを施したラット
の脂肪分解反応と比較検討した．
実験方法
　1．実験動物およびTRプロトコール
実験動物としてWistar系ラット（雄性，初期体
重120－140　g）を用いた．ラットはそれぞれ12匹ず
つのTR群と対照群の2群に分けた．ラットはいず
れも飼料及び水は自由摂取とした．
　トレーニングは小動物用トレッドミルを用いて，
既報6）に従って週に5日の頻度で8－9週間行った．
　2．脂肪細胞の単離と無傷脂肪細胞における脂肪
　　分解反応の測定
　ラットはTR終了24時間後に一夜絶食の後，断
頭放血して屠殺した．屠殺後，副睾丸の白色脂肪組
織を素早く摘出し，既報6）のごとくRodbelllo）の方
法により脂肪細胞に単離した．
　無傷脂肪細胞における脂肪分解反応および脂肪分
解作用の指標としたグリセロールの測定，ならびに
脂肪細胞数の計算は既報6）に従って行った．
　3．ジギトニンによる可透過性細胞の調整
　無傷脂肪細胞（6－8×105個／ml）を緩衝液A（130
mM　NaCl，　5　mM　KCI，　l　mM　MgC12，　2．5mM
NaH2PO4，　2．5　mM　CaC12，　25　mM　HEPES，　5　mM
グルコースおよび遊離脂肪酸を含まない4％のウシ
血清アルブミン，pH　7．4）に懸濁した。この懸濁液
0．4mlに100μg／mlの濃度のジギトニン100μ1を
添加し，37℃で15分間のインキュベーーションを行っ
た．15分後，種々の濃度のイソプロテレノールや，
GTPを含む緩衝液B（1．OmM　ATP，5．8mM
MgSO4，40　mM　sucrose，6．7mMクレアチンリン
酸および30U／mlクレアチンホスホキナーゼ）0．5
mlを添加し，37℃で30分間のインキュベーション
を行った．ジギトニンの最終濃度は10μg／mlであ
った．イソプロテレノールによる反応の測定時には
0．1μMのGTP存在下で行った．反応は氷冷した
緩衝液Aを添加し停止させた．グリセロールの測定
ならびに脂肪細胞数の計算は既報6）に従い行った．
　ジギトニンの脂肪細胞に及ぼす効果は細胞質酵素
のマーカーである乳酸脱水素酵素（LDH）の反応液
中への流出によって評価した．LDHの測定は，べ一
リンガーLDH測定キットによって行った．
　4．統計処理
　TR群と対照群との平均値の差の検定は，等分散
性の検定を行い，t一検定を行った．同一群における
GTPによる脂肪分解反応に及ぼす効果の検：定は
Duncanのmultiple　comparisonによって評価し
た．
実験結果
　1．TR終了時の体重ならびに脂肪組織の重量
　表1は9週間のTR終了時の体重ならびに副睾
丸の白色脂肪組織重量を示したものである．体重は
TRによって有意に低下した．また脂肪組織重量も
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Table　1　Body　and　epidydymal　adipose　tissue
　　weight
　　　　　　　　　EpidydymalBody　weight（g）　　　　　　　adipose　tissue（g）
Control（12）　252．8±13．4
Trained（12）　209．2±10．7＊
4．465±O．339
1 691±O．108＊
Values　are　the　mean±SE．　Table　in　parentheses
indicate　the　number　of　animals．　’P〈O．Ol，　vs　con－
trol　rats．
TRによって有意に減少した．
　2．無傷脂肪細胞における脂肪分解反応に及ぼす
　　TRの影響
　図1はイソプロテレノールによる無傷脂肪細胞の
脂肪分解反応に及ぼすTRの影響を示したもので
ある．イソプロテレノールが存在しない時のグリセ
ロール放出量（基礎値）はTR群と対照群で有意な
差は認められなかった．そこで図1は基礎工からの
刺激による増加量で示した．図1に見られるように
明らかにイソプロテレノールによる脂肪分解反応は
すべての濃度においてTRによって有意に充進し
た．
　3．ジギトニン処理による可透過性細胞における
　　脂肪分解反応
　図2はジギトニン処理による細胞からのLDH流
出量を示している．LDHの流出は反応液中に流出
したLDH量の細胞の全しDH量に対する割合で示
した．LDHの流出は細胞膜にジギトニンによって
間隙が形成されていることを示している．図2に示
すように，20μg／mlのジギトニンで80％以上の
LDHの流出が観察された．このジギトニンの効果
はTRの影響を受けなかった．そこで可透過性細胞
は20μg／m1のジギトニンによって調整し，以下の
実験：に用いた．
　図3は可透過性細胞におけるイソプロテレノール
による脂肪分解作用を示している．反応液中には
ACが充分に活性化される様にATP　regenarating
systemおよび0．1μMのGTPが存在している．
ATP単独の存在下においても脂肪分解反応は観察
されるが，上述した条件下の方がより充分な脂肪分
解反応が観察される（未発表資料）．無傷脂肪細胞の
場合と同様に基礎値からの増加量で示しているが，
無傷脂肪細胞に比較してイソプロテレノールによる
濃度反応曲線は右側に大きくシフトした．この事は
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Fig．　1．　The　lipolytic　response　of　intact
　adipocytes　to　（一）　isoproterenol　in　control
　　（open　circle）　and　exercise－trained　（filled
　circle）　rats．　lntact　adipocytes　were　incubated
　with　various　concentrations　of　isoproterenol
　　at　370C　for　45　min．　Reactions　were　terminat－
　　ed　and　glycerol　release　was　determined　as
　　described　in　MATERIALS　AND
　　METHODS．　Data　represent　the　increases　in
　　glycerol　releases　from　basal　lipolysis．　Basal
　　lipolysis　was　O．725±O．081　and　O．904±
　　O．058　（＃moles／30　min／106　cells　in　control
　　and　exercise－trained　rats，　respectively．　Each
　　value　represents　the　mean±SE　of　duplicate
　　determinations　from　three　separate　experi－
　　ments．　＊　P〈O．05　or　less，　control　vs．
　　exercise－trained．
ジギトニン処理によって受容体結合に始まる脂肪分
解過程の何れかの過程が影響を受ける8）9）ことを示
唆している．しかしながら，脂肪分解反応は濃度依
存的に観察され，しかもその反応性はTR群におい
て有意に増強することが示された．
　4．GTPに依存した脂肪分解反応
　図4は対照ラットの可透過性細胞におけるイソプ
ロテレノールによる脂肪分解反応に及ぼすGTPの
影響を示したものである．反応液中には反応中に生
成されるアデノシンを分解させるためにアデノシン
ジアミナーゼを0．25U／m1の濃度で存在させた．ア
デノシンはその受容体を介してGiと連関して脂肪
分解反応を阻害させる．結果は示さないが，アデノ
シンジアミナーゼ存在下の基礎値はアデノシンジア
ミナーゼが存在しない場合（図3）と比較して有意に
増加し，最大脂肪分解反応は1μM以上のイソプロ
テレノールで観察された．図4に示すように5μM
のイソプロテレノールによる最大脂肪分解反応は
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Fig．　2．　Leakage　of　lactate　dehydrogenase
　　（LDH）　by　digitonin　in　control　（open　col－
　　umn）　and　exercise－trained　（filled　column）
　　rats．　LDH　was　determined　as　described　in
　　MATERIALS　AND　METHODS．　Data　repre－
　　sent　O／o　of　the　value　obtaine　without
　　digitonin．　Each　value　represents　the　mean±
　　SE　of　duplicate　determinations　from　two
　　separate　experiments．
GTPによる影響を全く受けなかった．しかしなが
ら，イソプロテレノールの濃度を減少させると，
GTPによる抑制効果が観察された．0．05μMのイ
ソプロテレノールによる脂肪分解反応はO．01　Pt　M
以上のGTPによって著明に抑制された．この濃度
のイソプロテレノールによっても脂肪分解反応は有
意に惹起される（アデノシンジアミナーゼ単独によ
る脂肪分解量の約150％に相当する）．イソプロテレ
ノールの濃度を10倍に増加（0．5μM）してもGTP
による脂肪分解抑制効果は観察されるが，その抑制
率は0．05μMのイソプロテレノールによる脂肪分
解反応時に比較すると低下した．一方0，01μM以下
のGTPは，最大下の脂肪分解を抑制する傾向にあ
った．この様に，最大下の脂肪分解反応はGTPの
濃度に依存した変化を示した．
　図5は，GTPの脂肪分解抑制作用に及ぼすTR
の影響を示したものである．ジギトニン処理細胞に
おけるアデノシンジアミナーゼ存在下のイソプロテ
レノールによる脂肪分解反応はTRによって有意
に増強される．これは著者が以前に報告6）した無傷
脂肪細胞の場合と同様の結果であった．図5Aは
0．05μMのイソプロテレノールによる脂肪分解反
応に及ぼすGTPの効果を示し，図5Bは5μMの
イソプロテレノールによる脂肪分解反応に及ぼす
GTPの効果を示している．　TR群においても，図4
の場合と同様に高濃度のイソプロテレノールによる
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Fig．3．　The　lipolytic
　　permeabilized　adipocytes　to　（一）　isoproter－
　　enol　in　control　（open　circle）　and　exercise－
　　tra ned　（filled　circle）　rats．　lntact　adipocytes
　　were　suspended　in　O．4　ml　of　buffer　and　per－
　　meabilized　with　20　ptg／ml　of　digitonin　at　370C
　　for　15　min．　Thereafter，　the　reaction　was　star－
　　ted　by　the　addition　of　the　reaction　buffer．　The
　　reaction　was　terminated　and　glycerol　release
　　was　determined　as　described　in　MATERIALS
　　AND　METHODS．　Data　represent　the
　　increases　in　glycerol　releases　from　basal
　　lipolysis．　Basal　lipolysis　was　1．632±O．215
　　and　1．761±O．185＃moles／30　min／106　cells　in
　control　and　exercise－traind　rats，　respectively．
　Each　value　represent　the　mean±SE　of　dupli－
　cate　or　triplicate　determinations　from　three
　separate　experiments．　＊　P〈　O．05　or　less，　con－
　trol　vs．　exercise－trained．
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　response　of　digitonin一
脂肪分解反応はGTPによる影響を受けなかった．
一方，対照群において観察された最大下の脂肪分解
反応に及ぼすGTPの抑制作用はTR群において全
く観察されなかった．
考 察
　無傷脂肪細胞をジギトニンで処理して可透過性に
してもアゴニストによる脂肪分解反応が観察され
る5）8）9）．本研究においても，図3に示すようにこれと
同様の現象を確認し，この様な条件下においてもイ
ソプロテレノールによる脂肪分解反応はTRによ
って増強することが認められた．この様なTRによ
る脂肪分解の増強は主としてcAMP以降の酵素活
性の充満にあると考えられている5＞11）．しかしなが
らβ一AR－AC系と脂肪分解には密接な関係が存
在5）9）し，β一AR－AC系の変化は脂肪分解反応にも直
（4）
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Fig．　4．　GTP　dependent　changes　of　permeabil－
　　ized　adipocyte　lipolysis　induced　by　（一）　iso－
　　proterenol　with　adenosin　deaminase　（O．25
　　U／ml）　in　control　rats．　The　experimental
　　conditions　were　decribed　in　Fig．　2．　Data
　　represent　the　％　of　changes　from　the　value
　　obtained　without　GTP．　Each　value　repre－
　　sents　the　mean±SE　of　triplicate　determina－
　　tions　from　three　separate　experiments．　＊　P〈
　　O．05　or　less，　vs．　the　value　obtained　without
　　GTP．
接的に影響を与えるものと思われる．
　β一ARを介したACの活性はGTPの濃度に依存
した反応を示す7）．すなわち脂肪細胞膜品品のイソ
プロテレノールによるAC活性は低濃度のGTPに
よって促進されるが，高濃度のGTPはむしろ抑制
的に作用する．しかしながら，このGTPによる二
相性の調節が脂肪分解反応においてもその役割を果
すのか否かはこれまで明らかにされていない．図4
に示すように，本研究において，ACのGTPによ
る二相性の調節がβ一ARを介した脂肪分解反応に
おいても同様に観察されることが初めて明らかにな
った．この脂肪分解反応のGTPによる抑制効果は
アゴニストであるイソプロテレノールの濃度に依存
する．すなわち，イソプロテレノールによる最大脂
肪分解反応はGTPの影響を受けない．これは脂肪
分解反応が非常に狭い濃度範囲のcAMPによって
調節されていることに起因するものと考えられる．
実際，Fain　and　Garcia－Sainzi2）によれば，無傷脂
肪細胞の最大下の脂肪分解反応は25から50pmol／
106cellsまでの非常に狭い濃度範囲のcAMPによ
って調節される．さらに，アデノシンはカテコール
アミンによる脂肪分解反応を抑制するが，その抑制
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Fig．　5．　GTP　dependent　changes　of　permeabil－
　　ized　adipocyte　lipolysis　induced　by　（一）　iso－
　　proterenol　in　control　（open　circle）　and
　　exercise－traind　（filled　circle）　rats．　The
　　experimental　conditions　were　described　in
　　Figs．　2　and　3．　Lipolysis　in　control　rats　were
　 from　the　data　shown　in　Fig．　4．　Data　repre－
　　sent　the　O／o　of　changes　from　the　value
　　obtained　without　GTP．　Each　value　repre－
　　sents　the　mean±SE　of　triplicate　determina－
　　tions　from　three　separate　experiments．　＊　P　〈
　　O．05　or　less，　vs．　the　value　obtained　without
　　GTP．
効果はカテコールアミンの濃度に依存する13）．すな
わち最大の脂肪分解を惹起するカテコールアミンの
刺激下ではアデノシンの脂肪分解抑制効果は著明に
低下する．この原因として，アデノシンによる
cAMPの抑制量が脂肪分解を低下させるにまでは
至らないものと考えられている．以上の事を総合す
ると，最大脂肪分解反応時にはGTPのGiを介し
たcAMP生成量の減少は脂肪分解を有意に低下さ
せるまでには至らないものと推察される．
　GTPによる脂肪分解抑制効果は，図5Aに示す
ようにTRによって著明に低下した．これはGTP
によるAC活性の抑制効果がTRによって低下す
る現象4）と一致し，TRラットの脂肪細胞における
Gi量の減少4）に起因するものと思われる．この様に
TRラットの脂肪細胞におけるGi量の減少はβ一
ARを介した脂肪分解反応の調節により直i接的に関
連している．この結果はACと脂肪分解反応には密
接な連関があり，TRによってその連関が増強され
る5）ことを強く支持している．
（5）
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　一方，著者が以前に報告6）したようにGiを刺激
するアデノシンによる脂肪分解抑制効果はTRに
よって低下しない．この結果は本実験結果とは矛盾
するように思える．しかしながら，同様の現象が糖
尿病や肥満ラットの脂肪細胞において観察されてい
る14）15）．肥満ラットの脂肪細胞ではGiが減少しAC
のGTPによる抑制効果は著明に低下するがアデノ
シンによる抑制効果は低下しない15）．この事はGTP
による機能的なGiの刺激と抑制性受容体を介した
Giの刺激はそれぞれ別個のものである可能性を示
唆している．また，受容体とGタンパク質の連関の
特異性は必ずしも高くはなく，脂肪細胞のみならず
他の細胞においてもβ一ARはGsとGiの両者と連
関し得る証拠が数多く報告されている1）6）7）17）一20）．従
って，TRによって減少するGiは抑制性受容体と
ではなく，β一ARとより特異的に連関するGタンパ
ク質と考えられる．
結 語
　本研究はTRによる脂肪分解反応の増強作用機
序を検討する目的でなされたものである．そのため
に，ジギトニン処理した可透過性細胞を用いて外因
性のGTPの脂肪分解反応に及ぼす影響について検
討し，以下の結論を得た．
　1．無傷脂肪細胞において，イソプロテレノール
による脂肪分解反応はTRによって著明に充進し
た．
　2．ジギトニン処理した可透過性細胞においても
イソプロテレノールによる脂肪分解反応はTRに
よって著明に充進した．
　3．対照群の脂肪細胞から調整した可透過性細胞
において，イソプロテレノールによる最大脂肪分解
反応はGTPによる影響を受けなかったが，最大下
の脂肪分解反応はGTPの濃度に依存して有意に抑
制された．
　4．TR群の脂肪細胞から調整した可透過性細胞
では，イソプロテレノールによる最大下の脂肪分解
反応はGTPによる抑制を受けなかった．
　以上の結果より，脂肪分解反応の調節はAC活性
の場合と同様にGTPによる影響を受け，　TRによ
ってGTPによる抑制効果は著明に低下することが
明らかになった．この事はβ一ARを介した脂肪分解
反応においてもGiの変化が直接的に反映されるこ
とを強く示唆し，TRによる脂肪分解反応の増強機
序にさらに有用な事実を提供するものである．また，
細胞の生理反応の調節にGタンパク質がやはり重
要な役割を持っていることをも支持している．
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